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論文内容要旨
 ゴヒ里
門厭
 術後の末梢リンパ球減少には,手術侵襲に対する生体反応によるアポトーシスが関与している
 と考えられている。一方,吸入麻酔薬にはアポトーシスを誘導し得る毒性が有ることが知られて
 いる。我々は以前,吸入麻酔薬によるアポトーシスが術後末梢リンパ球減少の原因の一つである
 という仮説をたて,アポトーシス細胞の表面にphosphatidylserine(PS)が露出することを利
 用して,吸入麻酔薬であるセボフルランおよびイソフルランヘの6,12,24時間の曝露が健常人
 末梢リンパ球にアポトーシスを誘導することを報告した。しかし,両者に平均的な麻酔時間(2-
 5時間)より長い6時間曝露したリンパ球のアポトーシス頻度は2-3%であり術後末梢リンパ
 球減少を説明するには少なすぎた。一方,末梢リンパ球減少は手術翌日に最大になる。またアポ
 トーシスが比較的進んだ段階で起きるPSの露出を利用した方法では,初期アポトーシスを検出
 できない。このように以前の我々の研究では,実験モデル,アポトーシス検出法ともに術後末梢
 リンパ球減少の原因を検討するには不適当なものであった。
研究目的
 この研究の主な目的は,以前の我々の研究に比べて,より臨床に近い実験モデル,より早期に
 アポトーシスを検出できる方法を用いて,平均的な麻酔時間に相当する時間の吸入麻酔薬への曝
 露で末梢リンパ球にアポトーシスが誘導されるか否か検討する事である。あわせて静脈麻酔薬の
 末梢リンパ球に対するアポトーシス誘導能の有無と,吸入麻酔薬による末梢リンパ球のアポトー
 シスをカスパーゼ阻害剤が抑制するかについても検討した。
研究方法
 健常人末梢血単核球を用いて実験を行った。0.5,LO,L5mMのセボフルランとイソフルラ
 ンに3時間曝露後,通常の条件下(5%CO2,37。C)で24時間培養した末梢血単核球中のリン
 パ球のアポトーシス頻度を,AnnexinV-fluoresceinisothiocyanate(FITC)/7-amino
 actinomycinD(7-AAD)染色を用いたフローサイトメトリ一法で測定した。また1.5mMの
 セボフルランとイソフルランに3,6,9時間曝露した末梢血単核球中のリンパ球のミトコンド
 リア膜電位および細胞表面へPSの露出をAmexinV,FITC/MitotrackerRedCMXRos
 (Mit)染色を用いたフローサイトメトリ一法を用いて測定した。同様に,静脈麻酔薬であるケ
 タミン,ミダゾラム,プロポフォールがリンパ球にアポトーシスを誘導するかと,吸入麻酔薬に
 よるリンパ球のアポトーシスに対するカスパーゼ阻害剤N-CBZ-VAL-ALA-ASP
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 Fluoromethylketone(z-VAD-FMK)の阻害効果の有無についてAnnexinV-FITC/7-AAD
 染色を用いたフローサイトメトリ一法を用いて検討した。
結果
 吸入麻酔薬に3時間曝露後,通常の条件下で24時間培養したリンパ球のアポトーシス頻度は
 非曝露群に対して有意に用量依存性に増加した。L5mMのセボフルランとイ'ノフルランに曝露
 されたリンパ球では,ミトコンドリア膜電位が低下しかつpsが細胞表面に露出していないMit
 (一)AnnexinV(一)リンパ球の割合はどの時点でも非曝露群より有意に多かった(非曝露群
 1.2±1.3%[Oh],1.6±L5%[3h],3.9±0.8%[6h],4.1±0.9%[9h];セボフルラン群二5.7±1.3
 %[3h],7.1士L1%⊂6h],6.7±2.4%[9h];イソフルラン群:6.8±L8%[3h],6.7±1.8%[6h],
 7.8±2.2%[9h])。ミトコンドリア膜電位が低下しかつpsが細胞表面に露出しているMit(一)
 AnnexinV(+)リンパ球の割合は,曝露後6時間目から非曝露群に対して有意差が出始めた。
 ミトコンドリア膜電位は低下していないが細胞表面にPSが露出してるMit(+)AnnexinV(+)
 リンパ球の割合は1%未満であり,ほぼすべての細胞でミトコンドリア膜電位の低下がPSの細
 胞表面への露出に先行した。静脈麻酔薬はリンパ球に対してアポトーシスを誘導しなかった。ま
 た吸入麻酔薬によるリンパ球のアポトーシスに対するz-VAD-FMKの阻害効果は認められなかっ
 た。
結論
 セボフルランとイソフルランによるヒト末梢リンパ球へのアポトーシス誘導は,平均的な麻酔
 時間と同程度の時間の曝露でもおきる。このアポトーシスではミトコンドリア膜電位の低下が先
 行し,z-VAD-FMKで抑制されない。また,静脈麻酔薬であるケタミン,ミダゾラム,プロポ
 フォールはヒト末梢リンパ球にアポトーシスを誘導しない。
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 審査結果の要旨
 術後の末梢リンパ球減少には,手術侵襲に対する生体反応によるアポトーシスが関与している
 と考えられている。しかし吸入麻酔薬にはアポトーシスを誘導し得る毒性が有ることが知られて
 いる。本研究は健常人末梢血単核球を吸入麻酔薬に曝露し,平均的な麻酔時間に相当する時間の
 吸入麻酔薬への曝露で末梢リンパ球にアポトーシスが誘導されるか否か検討したものである。あ
 わせて静脈麻酔薬(ケタミン,ミダゾラム,プロポフォール)の末梢リンパ球に対するアポトー
 シス誘導能の有無と,吸入麻酔薬による末梢リンパ球のアポトーシスをカスパーゼ阻害剤
 (z-VAD-FMK)が抑制するかについても検討した。
 細胞表面へのphosphatidylserine(PS)の転移およびミトコンドリア膜電位の低下を指標に
 フローサイトメーターでリンパ球のアポトーシス頻度を測定した。吸入麻酔薬であるセボフルラ
 ンとイソフルランに平均的な麻酔時間に相当する短時間,末梢血単核球を曝露し,リンパ球にア
 ポトーシスが誘導される事を証明した。すなわち,3時間の曝露でリンパ球のミトコンドリア膜
 電位が低下し,3時間の曝露の後24時間通常の条件で培養したリンパ球の細胞表面にPSが転
 移していることが判明した。
 静脈麻酔薬の末梢リンパ球に対するアポトーシス誘導能は認められなかった。またz-VAD-
 FMKでは吸入麻酔薬による末梢リンパ球のアポトーシスは抑制されなかった。
 本研究では、吸入麻酔薬を一定の培養液中の濃度で細胞に曝露する実験系を確立したことに意
 義がある。本研究は今まで侵襲に対する生体反応と考えられてきた術後リンパ球アポトーシスが
 吸入麻酔薬の毒性によるものである可能性を示すものである。また臨床的にも,静脈麻酔薬がリ
 ンパ球にアポトーシスを誘導しないという知見とあわせて周術期の免疫抑制の低減につながる研
 究であり,優れて学位に価する。
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